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【研究背景】 
 アトピー性⽪膚炎や乾癬は代表的な炎症性⽪膚疾患であり、根治が難しく、継続的な薬物
療法が基本となる。現在の治療としてステロイドや免疫抑制剤の軟膏および経⼝剤、さらに
抗 TNF-α 抗体等の⽣物学的製剤が⽤いられているが、これらには易感染性の誘発や⽪膚の
萎縮をはじめとする様々な副作⽤に加え、薬剤抵抗性や使⽤部位・投与量の制限、⾼額な医
療費等の問題点を持つ。そのこともあり、アトピー性⽪膚炎や乾癬は治療に対する薬剤の貢
献度は 70％ と⾼いものの、治療満⾜度が 50％ 程度となっており、さらなる治療⽅法が
求められる疾患である。 
Thymic stromal lymphopoietin (以下 TSLP) はアレルギー疾患を初めとする様々な疾患
で病態形成に寄与することが報告されている上⽪細胞を主産⽣細胞とするサイトカインで
あり、 TSLP を中⼼とした⼀連のシグナル伝達経路は新たな治療ターゲットとして期待さ
れている。アトピー性⽪膚炎に対しては患者病変部位において TSLP が⾼発現しているこ
とが報告されており、さらにアトピー性⽪膚炎の発症に重要な Th2 型の免疫応答を樹状細
胞の活性化を介して増強することが報告されている。また、乾癬患者病変部においても 
TSLP の⾼発現が確認されており、 TSLP が乾癬で重要な Th17 型の免疫応答を促進す
ることが⽰唆されている。これらのことから、 TSLP は両炎症性⽪膚疾患において治療タ
ーゲットになり得る。 
 TSLP を治療ターゲットとする際には、TSLP の産⽣経路もしくは TSLP 受容体の活性
化経路が候補となる。 TSLP 受容体の活性化経路関連では Tezepezumab という抗 
TSLP 抗体や Jak 阻害剤により既に臨床試験が進んでいる⼀⽅で、TSLP の産⽣経路関連
での創薬はまだ進んでいないのが現状である。その理由として TSLP の産⽣制御因⼦とし
て NF-κB 経路以外の詳細が明らかでないことや TSLP 産⽣制御化合物を⾒出す有⽤なス
クリーニング系がないということが考えられた。 
 そこで、本研究では炎症性⽪膚疾患において重要な表⽪ケラチノサイトからの TSLP 
産⽣制御機構の解明と創薬への応⽤について検討した。 
 
【結果】 
第 １ 章 Lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産⽣機構
の解析 
 表⽪ケラチノサイトにおける TSLP 産⽣制御機構を解明する上で、まず現在までに⽪膚
組織における TSLP 産⽣機構が明らかとなっていない Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化
後の TSLP 産⽣に着⽬した。 TLR4 はアレルギー性炎症の増悪化因⼦としても知られる 
グラム陰性菌細胞膜壁外膜成分 Lipopolysaccharide (LPS) により活性化されるため、 LPS 
を⽤いたマウス空気嚢型炎症モデルを利⽤して解析を⾏った。マウス空気嚢型炎症モデル
はマウスの背部⽪下に空気嚢を作成し、その中に炎症性の刺激因⼦を加えることで、⽪膚組
織から産⽣されるサイトカイン等が空気嚢内液中に貯留するため、定量的なサイトカイン
量の変化を解析するのに有⽤なモデルである。 
 LPS により空気嚢内液中の TSLP 量は投与 8 時間後をピークに有意に上昇し、また空
気嚢形成⽪膚においても TSLP mRNA 発現が上昇した。⼀⽅でマウスケラチノサイト株 
PAM212 細胞において LPS 単独では TSLP 発現が誘導されず、 LPS 誘発性空気嚢型炎
症における TSLP 産⽣は表⽪ケラチノサイトへの LPS による⼆次的な作⽤が関与するこ
とが想定された。 LPS によって空気嚢内液およびその空気嚢形成組織には好中球を主体と
する⽩⾎球浸潤がみられるため、浸潤⽩⾎球が TSLP 産⽣誘導に寄与するかを浸潤⽩⾎球
移⼊型の空気嚢型炎症モデルにより検討したところ、浸潤⽩⾎球が TSLP 産⽣に寄与する
ことが明らかとなり、さらに浸潤⽩⾎球⾃体は TSLP 産⽣誘導能が報告されているサイト
カインである TNF-α および IL-1β を産⽣していることが明らかとなった。そこで、 IL-1 
⽋損マウスおよび TNF-α/IL-1 ⽋損マウスを⽤いて LPS 誘発性空気嚢型炎症を誘発し、そ
の空気嚢内液中の TSLP 量を野⽣型マウスと⽐較したところ、IL-1 ⽋損マウスでは野⽣型
の約半分の TSLP 量を TNF-α/IL-1 ⽋損マウスでは IL-1 ⽋損マウスの約 3 分の 1 の 
TSLP 量を⽰した。このことから LPS によって活性化した浸潤⽩⾎球等から産⽣される 
TNF-α および IL-1β が本モデルにおける TSLP 産⽣に⼤きく寄与することが明らかとな
った。最後に、 PAM212 細胞を⽤いて TNF-α、 IL-1β 及び LPS の表⽪ケラチノサイトに
おける直接的な TSLP 産⽣誘導能を確認すると TNF-α のみが PAM212 細胞において単
独で TSLP 発現を誘導し、それ以外は TNF-α による TSLP 産⽣の増強に留まった。この
ことから、 TNF-α 刺激にはその他の刺激にはない TSLP 産⽣に必要なシグナル伝達機構
が存在することが⽰唆された。 
 
第 ２ 章 表⽪ケラチノサイトを⽤いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構の解析 
 本章では、第 1 章で⽰唆された表⽪ケラチノサイトでの TNF-α によって誘発される 
TSLP 発現に特徴的なシグナル伝達機構を⾒出すことを⽬的とし、特に EGFR transactivation 
に着⽬し研究を⾏った。 EGFR transactivation は他の受容体の活性化が EGF リガンドの切
り出し等を活性化することで EGFR の活性化を誘導するシグナル伝達機構であり、 TNF-
α 刺激によっても上⽪細胞で⽣じることが⽰唆されている。 
 ヒト表⽪ケラチノサイト株 HaCaT 細胞を⽤いて TNF-α 刺激を⾏うと、 EGFR のリン
酸化が上昇し、さらに EGFR 阻害剤 AG1478 によって TNF-α 誘導性の TSLP 発現が抑制
されることを⾒出した。このことから EGFR transactivation が TNF-α 誘導性の TSLP 発現
に寄与することが初めて明らかとなった。さらに、 EGF により EGFR のみを活性化させ
た場合でも HaCaT 細胞において TSLP 発現が誘導されること、それが ERK 阻害剤であ
る U0126 により抑制されることから EGFR 単独の活性化でも TSLP 産⽣を誘導できる
こと、さらにその産⽣には ERK の活性化が必要であることを⾒出した。 
次に TNF-α 刺激から EGFR transactivation までに必要なシグナル伝達機構として、 p38 
および ADAM protease の活性化に着⽬し研究を⾏った。その結果、 p38 阻害剤 SB203580 
および pan-ADAM protease 阻害剤 Batimastat、 ADAM10/17 阻害剤 GI254023X により 
TNF-α 刺激による EGFR と ERK のリン酸化は抑制されるものの、 EGF 刺激による
EGFR と ERK のリン酸化は抑制されなかった。これらの結果から、 TNF-α による EGFR 
transactivation には p38 と ADAM protease 、特に ADAM10 もしくは ADAM17 が重
要な役割を担うことが⽰唆された。以上より、下記のようなスキームで表⽪ケラチノサイト
では TNF-α による TSLP 発現誘導が⾏われていることが⾒出された （図１）。このことに
より、 p38 や ADAM protease を介した EGFR transactivation 機構や ERK 下流の TSLP 
産⽣制御機構が創薬ターゲットとして期待されると考えられた。 
 
 
 
 
図１ 表⽪ケラチノサイトでの TNF-α による TSLP 発現機構 
 
第 3 章 恒常的 TSLP 産⽣ケラチノサイト株の同定と応⽤ 
 第 1 章、第 2 章によって NF-κB 経路以外で TSLP 産⽣に重要な経路を新たに⾒出し
たが、本章ではさらに TSLP 産⽣制御をターゲットとした創薬を発展させることができる、
恒常的 TSLP ⾼産⽣マウス表⽪ケラチノサイト株 KCMH-1 細胞を⾒出し、そのスクリー
ニング系への有⽤性評価を⽬的として研究を⾏った。 
 KCMH-1 細胞は他の上⽪細胞株 (PAM212 細胞、 HaCaT 細胞、 BEAS-2B 細胞)と⽐
べて 100 倍以上もの TSLP を無刺激下で産⽣ (約 2000 pg/ml) しており、またそれ以外
のサイトカイン (IL-6、 TNF-α、 IL-4、IFN-γ) は産⽣しておらず、 TSLP 選択的に⾼産⽣
している細胞であることを明らかとした。さらに、これまでに上⽪細胞において TSLP 産
⽣抑制効果が報告されている Dexamethasone や RXR 活性化剤 HX600 による抑制効果
も確認でき、薬学的制御可能な TSLP 産⽣機構をなしていることが⽰唆された。また、 
KCMH-1 細胞の培養上清により recombinant TSLP と同様に⾻髄由来樹状細胞において 
OX40L の発現上昇を誘導すること、それが抗 TSLP 抗体により抑制されることから⽣理
学的活性をもつ TSLP が産⽣されていることが明らかになった。これらより KCMH-1 細
胞が今後の TSLP 産⽣制御化合物探索に有⽤な細胞であることが⽰された。 
 
【まとめ】 
 以上の結果より、TSLP 産⽣制御機構として NF-κB 経路以外に新たに EGFR 
transactivation 機構を⾒出し、さらに、本研究で同定した KCMH-1 細胞は TSLP 産⽣制
御機構解明と産⽣阻害薬の開発に有⽤であることを⽰した。これらの結果は、TSLP 産⽣制
御機構を標的とした新しい創薬に⼤きく寄与すると考えている 
別紙様式（Ａ４版）
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Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) は上皮細胞を主産生細胞とするサイトカインで
あり、アレルギー疾患を初めとする様々な疾患で病態形成に寄与している。本研究は、上
皮細胞における TSLP 産生制御機構を in vivo ならびに in vitro で解析するとともに、TSLP
を標的とした創薬への応用について検討したものである。
第 1 章では、lipopolysaccharide (LPS) 誘発性空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 産生
機構を解析している。LPS は in vitro では TSLP 産生を誘導しないものの、 in vivo では
TSLP の産生を誘導する。これまで、皮膚組織における TSLP 産生機構が明らかとなって
いないことから、 Toll like receptor 4 (TLR4) 活性化後の TSLP 産生機構について着目し、
LPS を用いたマウス空気嚢型炎症モデルを利用して解析した。その結果、LPS を空気嚢内
に注射すると TSLP の産生が誘導されるが、これには LPS 刺激による浸潤白血球等から産
生される TNF-α および IL-1β が大きく寄与すること、さらにマウスケラチノサイト細胞
株である PAM212 細胞を用いて、TNF-α のみが単独で TSLP 発現を誘導し、LPS ならびに
IL-1β は TNF-α による TSLP 産生の増強することを見出した。このことから、 TNF-α 刺
激にはその他の刺激にはない TSLP 産生に必要なシグナル伝達機構が存在することを示唆
した。
そこで、第 2 章では、表皮ケラチノサイトを用いた TNF-α による TSLP 発現誘導機構
の解析し、TNF-α による TSLP 産生には、p38 MAP kinase  の活性化や ADAM protease を
介した EGFR transactivation 機構に基づく ERK の活性化が関与していることを明らかにし
た。
第 3 章では、恒常的かつ選択的に TSLP を高産生ケラチノサイト株を発見し、その特性
を解析した。さらに、本細胞を用いた TSLP 産生阻害薬のスクリーニング系への有用性を
明らかにした。
以上の結果より、TSLP 産生制御機構として  NF-κB 経路以外に新たに  EGFR 
transactivation 機構を見出し、さらに、本研究で同定した KCMH-1 細胞は TSLP 産生
制御機構解明と産生阻害薬の開発に有効であることを示した。これらの結果は、TSLP 産
生制御機構を標的とした新しい抗アレルギー薬の開発に大きく寄与すると考えられる。
よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。
